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摘 要 
人的 DDEFL1 基因位于染色体 lp36.13，编码含 903aa 的蛋白质。它是
ARF-GAP 家族的一个新成员。DDEFL1 蛋白包含 coiled-coil、PH、GAP、ANK
重复等多个结构域，可能参与囊泡运输、细胞骨架组装、细胞迁移和侵袭。 
在本实验中，我们设计出 DDEFL1 蛋白的可能具有抗原性的肽段，构建出
原核表达质粒 p GEX-4T-1-ddefl1-ab，然后诱导出 GST-DDEFL1-AB 融合蛋白的
表达。再把分离纯化后的 GST-DDEFL1-AB 重组蛋白为抗原，获得相应的多克隆
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Abstract 
The human DDEFL1 gene is located at chromosome lp36.13 and it encodes a 
903aa protein. DDEFL1 protein is a novel member of the ARF-GAPs family. It is a 
multidomain protein that contains the coiled-coil, PH, GAP domains and ANK repeats. 
Based on the previous studies, DDEFL1 may function in vesticle transport, cell 
skelecton rearrangement, cell migration and invasion. 
In this study, we designed peptides that may have antigenicity in DDEFL1, and 
constructed the prokaryotic expression vector p GEX-4T-1-ddefl1-ab with purification 
of the fusion protein GST-DDEFL1-AB. Using purified GST-DDEFL1-AB 
recombinant protein as an antigen, we obtained the corresponding polyclonal antibody. 
Finally, the recognition of the polyclonal antibodies against the many types of protein 
DDEFL1 was verified by Western blot.The results showed that we successfully 
established the methods of bioinformatics analysis, the prokaryotic expression, and 
polyclonal antibody preparation. There are not many DDEFL1 antibodies, with most 
of which are imported products. So it was necessary to make our own DDEFL1 
antibody.  
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缩略词对照表 
 
缩略词 英文 中文 
ACAPs 
 
Arf GAP containing coiled-coil，ankyrin repeats 
and PH domain 
 
ALPS ArfGAP1 lipid-packing sensor  
Arf GAPs ADP ribosylation factor GTpase Activiting Proteins  
ASAPs 
 
Arf GAP with SH3 domain, ankyrin repeat and 
PH domain 
 
BAR Bin/amphiphysin/Rvs domain  
CDRs Circular dorsal ruffles  
DDEFL1 
 
Development and differentiation enhancing 
factor-like 1 
 
FAs Focal Adhensions 粘着斑 
FAK Focal adhesion kinase  
GLD GTP-binding protein-like domain  
HCCs Hepatocellular carcinomas 肝细胞癌 
PBS Paxillin-binding site  
RA Ras association  
SAM Sterile α-motif  
SHD Spa-homology domain  
TfR Transferrin receptor 转铁蛋白受体 
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第一章 前言 
DDEFL1（development and differentiation enhancing factor-like 1）最早是在肝
细胞癌(hepatocellular carcinomas ,HCCs)发现的，它的超量表达被认为与肝癌细胞
的生长、分化有关，故得此名[1]。DDEFL1 又被称为 ACAP4 （ArfGAP containing 
coiled-coil，ankyrin repeats and PH domain 4); UPLC1 (Up regulated in liver cancer 
1); ASAP3 （ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 3）,是一个
新发现的 Arf GTPase 激活蛋白，属于 Arf GAPs (ADP ribosylation factor GTpase 
Activiting Proteins)家族。 
1.1 Arf GAPs 家族 
目前，在人类中至少发现了 31 个编码 Arf GAP 的基因[2,3,4]。Arf GAPs 是细
胞内重要的物质运输调节分子，通过催化 Arf GTP 水解生成 GDP，参与了细胞
膜交通、细胞骨架的组装、细胞迁移与侵袭等生物学过程。 
具有带保守的带锌指基序的Arf GAPs结构域是Arf GAPs家族的共同结构特
点[5]。根据整体结构的不同，Arf GAPs 被分成两种类型，ArfGAP1 和 AZAP[6]。
前者的 Arf GAP 结构域位于 N 端；后者的 Arf GAP 结构域处于 PH 和 ankyrin 
(ANK) 重复之间。每个 Arf GAP 类型又可以进一步划分[3]（Figure 1）。 
ArfGAP1 类型一共包含 6 个基因，它们被分成 ArfGAP、SMAP 和 GIT3 个
亚型。ArfGAP1 和 ArfGAP3 属于 Arf GAP 亚型。除了 N 端的 GAP 结构域外，
ArfGAP1 还有 2 个 ALPS（ArfGAP1 lipid-packing sensor）结构域[7]. 甘油二酯和
膜的弯曲都能激活 ArfGAP1 中 GAP 的活性[7,8]。ArfGAP1 的主要功能是对高尔
基体的调控。ArfGAP1 通过使 Arf1 失活，在由高尔基体形成的转运囊泡上的衣
被蛋白的分解过程中起作用[9-11]。ALPS 结构域被认为能通过增加 GAP 的活性，
改变转运囊泡的形成[12,13]。最近的研究指出 ArfGAP1 也是囊泡衣被蛋白复合体
的成分，可促进“货物”分选和囊泡形成 [13-18]。SMAP1 与 SMAP2 属于 SMAPs。
除了 N 端的 GAP 结构域，它们还有一个用于与网格蛋白结合的网格蛋白盒














- 2 - 
(Cat1/p95APP1)和 GIT2 (Pkl/Cat2/p95APP2)是 GIT 亚型的两个成员。GITs 都有 3
个 ANK 重复, 一个 SHD（Spa-homology domain）, 一个 coiled-coil 结构域 和




Figure 1. Domain structures of representative Arf GAPs. 
One from each subtype was drawn to scale. Arf GAP, Arf GAP domain; CALM BD, CALM 
binding domain; CB, clathrin box; CC, coiled-coil domain; h, human; m, mouse; Pro 
(D/ELPPKP)8, 8 tandem proline-rich (D/ELPPKP) motifs; Pro (PxxP)3, 3 proline-rich (PxxP) 
motifs; r, rat; Rho GAP, Rho GAP domain. 
 
AZAPs 均有 PH, Arf GAP, ANK 重复结构。十二个 AZAPs 被划分为 ASAPs, 
ACAPs, ARAPs 以及 AGAPs 四个亚型。ASAPs 包含一个 BAR 结构域
（ Bin/amphiphysin/Rvs domain）, 一个 PH 结构域, 一个 Arf GAP 结构域一个 
ANK 重复， 一个脯氨酸丰富区（proline-rich domain）和一个 SH3 结构域。但
DDEFL1 即 ASAP3 却缺少 C 端的 SH3 结构域。根据研究表明，ASAP1 
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